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PatentansprQche: 

1 . Verfahren zur Immobilisierung biologisch aktivar Verbindungan an Polyoxyalkylengiykolen und 
ihren Monoalkoxyderivatan, dadurch gakennzatchnat, dafi biologisch aktive Verbindungan mit 
durch Chloramelsensaureester aktlviarte Polyoxyalkylenglykola Oder Ihre ebenso aktlvierten 
Monoalkoxyderivate sowio ihre thiolgruppanhaltigen Analoga in wSftrigen Ldsungen Oder 
organlschen Ldsungsmittein odar Gemlschen diaser mlteinandar und untaralnandar im Vertaufe 
von 30 Minuten bis 12 Stunden bei Raaktlonstemparaturen im Berelch von O^C bis ^SO*'C, 
gegebenenfails in Gegenwart von Puffer$ubstanzen oder aSureblndendan Mittein, umgesetzt 
werdan und die mit Polyoxyalkylengiykolen oder ihren Monoalkoxyderivaten modifizierten, 
biologisch aktiven Verbindungen ausdan Reaktionsldsungen nach an sich bekanntan Verfahren 
isoliert und gereinigt werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gakannzalchnet, daB als biologisch aktive Verbindungen 
Biokatalysatoren wie Enr/me, MIkroorganismen, tierische, pflanzliche und humane Zellen, 
Zellorganelleni synthetische Enzyme und Koenzyme oder biokatalytisch inaktive Proteine wie 
Antigene, Antikdrper, Wachstumsfaktoran, Blutgerinnungsfaktoren, Interfarono, Hemoproteine, 
Albumine, zuckerbindende Proteine oder in vitro hergestellte Konjugate aus Biokatalysatoren und 
biokatalytisch inaktiven Proteinen oder nteder- und hochmolekulare Effektoran wie Nukleinsauren, 
BruchstQcke von NukleinsSuren, Koenzyme, Peptide, Haptene, Hormone, Vitamina, Pharmakrj, 
Sauarstoff bindende, aktiviarendo und tranaportierende, synthetische Verbindungen sowie 
Affinitatsliganden eingesetzt werdon. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzaichnet, daB die Umsetzungen in 
Pufferldsungen mit pH-Werten von 5 bis 1 2 bei OX bis SOX im Verlaufe von 1 Stunde bis 1 2 Stunden 
ausgefOhrt werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gakannzalchnet, daB die Umsetzungen in wSBrigen 
Lcsungen, Gemischen dieser mit organischen Ldsungsmittein, organlschen Ldsungsmittein oder 
Gemischen organischer Losungsmittel be! OX bis 100X in Gegenwart saurebindender Mittel im 
Verlaufe von 1 Stunde bis 12 Stunden erfolgen. 

5^Verfahr^^ 
llllllllfllll^^ 

organischer Losungsmittel In Gegenwart etnas sfiurebindenden Mittels bei OX bis 100X im 
Verlaufe von 1 Stunde bis 8 Stunden erfolgen. 
6. Verfahren nach Anspruch 1, 2, 4 und 5, dadurch gekannzalchnet, daS als sSurebindende Mittel 
tertiSre Amine, Heterocyclen mil endocycllschem, tartiSrem Stickstoffatom, Alkalihydroxide, 
Alkalikarbonate, Alkaiialkoholate oder Alkallsaize kondensierter Aromaten und Heteroaromaten 
eingesetzt werden. 

7* Verfahren nach Anspruch 1 bis 6, dadurch gekannzelchnat, daB als Biokatalysatoren Enzyme aus 
Uen Klassen der Oxidoreduktasen, Transferasen, Hydrolasen und tsomerasen eingesetzt werden. 



Anwendungsgebiet der Erf indung 

Die Erfindung betrif fl oin Verfahren zur Immobilisierung von biologisch aktiven Verbindungen en Polyoxyalkylengiykole und ihre 
Monoalkoxyderivate. Das Verfahren kann In der Biotechnologte, Biochemie, Pharmazie und Madizin angewendet werden. 



Charakterlsllk des bekannten Standes der Technik 

Biologisch aktive' Verbindungen wie Biokatalyaatoren, biokatalytisch inaktive Proteine oder Pharmaka, die kovalent an Idsiiche 
Oder unl5sliche Trfigermaterialien gebunden wurden, werden bereits In groOem Umfange praktisch genutzt. 
Stoffwandlungsreaktionen durch biotechnologlsche Verfahren und auch Protelnrelnlgungsmethoden- auch seiche im 
vergrdQerten MaQstab- werden heute in vi^len FSllen unter Einsatz unldslich und damit wiederverwendbar gemachte, 
blolog»iich aktlver Verbindungen durchgefOhrt. 

Aber auch synthetische MakromolekQie wie Dextrane, Potyaminos3uren« Polyvinylalkohol oder Polyoxyaikyl6nglykole« die in 
wdarigen Systemen idslich sind, finden zunehmend Interesse und auch Anwendung in der Biotechnologie und Medizin. 
Koenzyme mit einem Adenlnringsystem werden zum Beispiel an Typen der genannten, wassert6slichen Polymeren kovalent 
gebunden und als solche Makrom lekule in blochemlsdien Reaktionen angewendet (BRD-AusIegeschrifC 2641414). Aber auch 
Proteine -s wohl biokatalytisch aktive als auch biokatalytisch inaktive - %vurden schon an wasserldsliche Polymere gebunden 
(Trends Bi technol., 1986, 4, 6a-73h und di Immoblllsate wurden auf ihre Anwendung hin geprOft. 
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Eino besondere Rolle bel der Immoblllslening blotoglsch aktiver Verblndungen an wasserldslldie Polymere splalon 
Polyoxyalkylanglykoleundihr M noalk xyderivat .DlealstdarinbagrOndeUdaadletePolymarosowohllnWassaralsauchtn 
organltchen LAsungsmittaIn ISallch tind. MIt Vortall k6nnan dleaa Polymaran damtt auch In dan gananntan LOaungsmittaln 
modifiilert wardan au P lymaran mit andaran fiinktlonallan Gnippan als dan Hydroxytgruppan. dia In dan Qnindpolymaran 
vortiegen. Von basonderer Badautung tst dabat abar auch, daB diese Polymaren zur tmmobflislaning von bid gisch akttvan 
Varbindungen in rgantschen Ldsungsmittaln untar wasserfrelen Badlngungan aktivlsrt werdan k6nnen und damlt weitaus 
mehr Aktiviarungsmathodan dar Polymeren zur Varf Qgung stohen^ als f Or PoH'mera^ die In organischen Lftsungsmittoin nicht 
t5sl!ch sind, sondarn nur in wdfirigdn Syataman. FQr die Potyoxyaikytenglykola und Ihre Monoalkoxydarivatd aind solc^e 
Aktivierungsreaktionen in organlschen Ldsungsmltteln beschriabon, zum Balspla! mit Cyanurchlorid als AktivlarungsmitteL 
DIese Aktivierungsmethode fOr hydroxylgruppenhaltige Polymere 1st abar auf Grund der hohan Toxizltflt das CyanurchI rids 
und seiner Substitutlonsprodukte fOr Anwendungen von mit Cyanurchlorid aktlviarten Polymeren In der Lebansmlttelindustrie 
und auch Medizin als bedenklich eliuuschfitzen. 



ZieiderErfindung 

Zlel der Eriindung ist es, ein neues Verfahren zur Immoblilsierung biologlsch aktiver Verblndungen an Potyoxyalkylenglykol 
und ihre Monoalkoxyderivate zu erarbeiten, daQ nichttoxischo idoziehungswelsa wenig toxische Akiivlarungsmlttel venA/endet 
und stabilo Immobillsata aigibt. 



Darlagung das Wasens dar Erflndung 

Die Aufgabe dar Erflndung besteht darin, eIn Vi *fahran zur Immoblilsierung biologlsch aktiver Verbindungen zu erarbalten, be! 
danen diese an mit nichttoxischen oder wenig * .xischen Aktivierungsmlttain aktivleiten, hydroxy Igruppenhaltigen oder 
thiolgruppenhattfgen Potyoxyalkylenglykolen c )r ihren ebenso substltuierten Monoalkoxyderivaten kovalent gebunden 
werden. ErfmdungsgemaB wird die Aufgabe da ^urch gelost, dafi die biologlsch aktiven Verbindungen mit geelgneten, durch 
ChlorameisensSureester aktivierte Polymere mit Hydroxylgruppen odar Thiolgruppan vom Typ der Polyoxyalkylenglyk la oder 
Ihrer Monoalkoxyderivate, In wdQrigen Ldsungan oder organlschen Ldsungsmittein baztehungswelse Gemischen organischer 
Ldsungsmittel oder Gemischen aus wSBrigen Ldsungan und organlschen Ldsur.^smltteln im Zeitraum von 30 Mlnuten bis 
1 2 Stunden bel Reaktionstemperaturen von 0*C bis 1 50*C, gegebenenfaits in Gegenwart von Puffersubstanzen oder anderen 
sSurebindenden Mitteln umgesetzt werden. Als aktivierte Polymere werden vorzugsweise mit Chlorame; tensfiure-N* 
hydroxysuccinimidestor, CitlorameisensSure-l -hydroxy benztriazolester Oder N-(Chlorcarbonyloxy)-5*noibornen-2,3- 
dlkarboximid aktivierte, hydroxylgruppenhaltige oderthlolgruppenhaltige Polyoxyalkylenglykole oder mit den gleichen 
Aktivierungsgruppen substituierte Monoalkoxyderivate diesar Polymeren eingesetzt. FQr die erflndungsgei 'ilQen 
Immobilislerungsreaktionen kommen aber auch andere Chlorameisensdureester In Frage, zum Belspiel mit C> ilorameisensSure- 
p-nitrop) enylester oder Chloramelsen8fiure-2,4,6-trichtorphenylester aktivierte Polyoxyalkylenglykole oder ihre 
Monoalkuxyderivate und ihre thiolgruppenhaltigen Analoga, vor allam dann, wann die Immoblltsate auGerhalb der Medizin und 
Nahrungsmittelindustrie verwendet werden soilen. 

Alsbioiogisch aktive Verbindungen k6nneneineVielzahlfilader* und hochmolekutare Verblndungen eingesetzt werden. Weitore 
Voraussetzung fOr das Gelingen der Immobilislerungsreaktionen, naben ihrer blologischen Aktivitfit, Ist fedlgllch das Vorllegen 
funktioneiler Gruppen mit nukleophllen Eigenschaftan. Solcha biologlsch akiivan Verbindungen sind untar anderem 
Biokatalyaatoren wie Ef>zyme« vorzugsweise aus den Klasten der Hydroiasen« Oxidoraduktasan, Transfarasen und Isomarasen 
MIkroorganlsmen oder Zellen, bozlehungswalse blokatalytisch inaktlva Proteine wie Antikdrper, Antigena, Hemoproteine, 
Albumine und andere oder ntedermolekulare Verbindungen wie verschledene Hormone, Vitamine, Koanzyme, Pharmaka, 
Synzyme und Affinitdtstiganden, wie sie zum Betsplel In der Afflnitfitschromatographia benutzt warden* Da alch dia mit 
ChlorameisensAureestern aktlviarten Polymeren durch eine hohe Reaktlvltflt auszelchnen, warden erflndungsgemSQ auch 
instabile, biologlsch aktive Verblndungen en diesen Polymeren immobilislert, da die Anwendung auch milder 
Reaktionsbedingungen wie niedrlgo Reaktionstemperaturen Oder kurze Reaktionszelten zu Immobliisaten mit hoher 
biologischer Aktivitat (Dhrt. 

In AbhSngigkeit von der Stabllitfit und Ldslichkeit der biologlsch aktiven Verbindungen - die aktlviarten Polyoxyalkylenglykole 
und ihre Monoalkoxyderivate sind sowohl In wSBrigen Ldsungen als auch In organlschen L6sungsmitteln tdslich - werden die 
Immobilislerungsreaktionen unter den verschiedenartigsten Reaktionsbedingungen ausgefflhrt. Eine Mfiglichkeit besteht darin, 
daft in Pufferldsungen mit pH-Werten von 5 bis 12, vorzugsweise von 7 bis 9, bel 0*C bis 30*C gearbeitet wird und die 
Reaktionszelt in diesen Ffiilen 1 Stunde bis 12 Stunden betrSgt. Welterhin werden die Immobilislerungsreaktionen in wSBrigen 
Ldsungen, Gemischen dieser mit organlschen Ldsungsmittein, organlschen Ldsungsmittein Oder Gemischen organischer 
Ldsungsmittel bel 0*C bis 100'C bal Reaktionszelten von 1 Stunde bis 12 Stunden und in diesen Fallen vorwlegend In Gegenwart 
eines sSurebindenden Mittels durchgofOhrt. Eine weitere erflndungsgemflfie Immobiiisierunasvariante ist dadurch 
gekennzeichnet, daft Biokatalysatoren und hlerbei bavorzugt Enzyme, in organlschen Ldsungsmittein oder Gemischen 
orgenischer Ldsungsmittel in Anwesenheit sfiureblndender Mittel bel 0*C bia 100*C Im Verlau^o von 1 Stunde bla 8 Stunden mit 
den aktivierten Polymeren umgesetzt werden. 

FOr die Bindung der belden Immobilislerungsreaktionen frelgesetzten MineralsSure werden naben Puffersystemen auch andere 
sSurebindenden Verbindungen verwendet Dazu gehdran zum Baisple! tertiire Amine, Heterocyclen mit endocydischem, 
tertidremStickstoffatom,Atkalihydroxide,Alkalikarbonate,Alkalialkoh late derAlkalisalzok ndensierterAromaten der 
Hoteroaromaten. 



V 



-3- 287 951 

Did Isolierung der an Polyoxyalkylenglykote und Ihro Monoatkoxyderlvato Immobitlslorten, blologisch aktlven Varblndimgon lat 
nach verschiedonen Methoden rndglich. Eino MOgllchkeil beataht in dar Dialyae, Uttranitratlon und Lyophllialarung dar . 
Reaktlonslttaungan. Elna andar MdgUchkalt im Auaf&llan m\i organltchan L6sungamlttaln der anorganlachan Salzan, 
n twandlganfallfi nach Olatyaa dar Raaktlonsldaungan. Und achlleQlich k5nnan dia ImmoblHsata, nacbdem dia 
Reaktlonsldsungan mitalnar auaratchandan Manga Wasaar varaatit wurdan, zunftchst m(t in Waasar nicht IdsHchen odar 
mtschbaran, organlachen LOsungsmlttetn extrahlart wardan und aus dar organischan Phase durch Vardampfen dar organischen 
Ldsungsmlttal odar EInangan dersetban und Varsatxan dar raatllchan Ldsungen mit Ether odar Petrotether durch Ausf Stiung 
IsoMart warden. Bel basondaren Ra)nheitflanfordarungan wardan die Immoblllsate mil Hllfa chrotnatographlschar Methoden 
waiter garetnigt. 

Nach dan) arfindung$gem8Qen tmmobllisiarungsvarfahran wardan aine Vtetzahl atabller und neuer ImmobtHsate von bbloglscb 
aktWen Verblndungan mlt Polyoxyalkytanglykoten und Ihran Monoalkoxydarivatan synthetislert. Auf Grund dar groQen 
Reakttvltat dar mit Chlorameisansdureastarn aktiviartan Polymaran sind die Umsetzungan unter milden Reaktionsbadingungen 
mdgiich, die zu Immobiliaatan fOhran, die In der Medizin und Nahrungsmittelindustrtaeingesetzt wardan k&nnan. Weitare 
Einsatzgeblete fOr die sowohl in Wassar als auch in organischan Ldaungamittefn lOslichan Polymeren aind die Oiotachnologie< 
Chemieund Pharmazie. 

Die Erfindung wird durch Qaiaplala waiter arl&utart 



AualQhrungabaiapleta 
Balsplalel 

lOmg PaniciKinacylasa warden in t&ml aineaO^I molaran Boratpuffars vom pH*Wert 8,0 galdst. Zu diasar Ldsung warden 0,4g 
mlt N-|Chtorkarbonytoxy)*5-norbornen-2i3-dikarboxim)d aktivlanea Polyathyiengtykol (MG 6000) In festar Form addiert bei 
einerTemperaturvoik4*C.Oieanffing1icheSu8pan8{onund8pStaraLdsungwlrdaufZimmartemperaturerwfirmtund3Stunden 
bei diesar TemperaturgerOhrt. Die LOsu'n;* wIrd danach gegen destilliertea Waasar dialyaiart« aine Ultrafiltration untaiworfen< 
und dia rastliche Ldsung wird lyophilisiert. 
Ausbauta:32mg 

Baisplaia 

0,6g mit N-(Chlorkarbonyloxy)-succinlmid aktivlartas w,w^*Djmarcapto-potyathylenglykol (MG 6000) wardan in 25 ml trockenem 
Banzan galAat. Zu diaaer Ldsung warden 0«5g Imidazot und 20 mg Lipase aus Rhizopua arrhizua addl irt. Oas Reaktlonsgamisch 
wird 3 Stunden bei 60*C garOhrt, danach ftitriert und das Benzen im Vakuum bei Umgebungstemperarur abdastitliart. Der 
ROckstand wird in 0,1 molaram Phosphatpuffer vom pH-Wert 7,0 aufgenommen, die Ldsung wird gegen destilliertas Wasser 




Betsptel 3 

1 g mit N*{Chlorkarbonyloxy}-5*norbornan-2»3*dikarboximid aktiviartes Monomethoxy-potyethylengtykol <MG 5000) wird in 
15ml destilllertem Dimethylsulfoxid geldst. Zu dieser Ldsung warden bei 4*C 50mg in SO ml 0,2 molaram Boratpuffer vom 
pH-Wert 8,0 aufgeidstes Hemoglobin addlort Daa Reaktlonsgamisch wird auf Zimmertamperatur erwSrmt und 3 Stunden bei 
dieser TemperaturgerOhrt. Danach wird die Ldsung gegen destllliertes Wasser dlatyalert, ultra flitrlert, und lyophilisiart. Eine 
weitere Reinigung das modifiziarten Hemoglobins erfolgt durch Gelchromatographie an etnar Sfiule, die mit ^phadax G25 
geroilt isL 
Ausbeute: 220 mg 

BelspIaU 

1 g mit N'(Chtorkarbonyloxy)-5-norbornen*2,d<diKarboximid aktiviartea Monomethoxy-polyethytenglykol (MG 5000) wird in 
1&ml destitilertem Dimethylsulfoxid geldst. Bei4*Cwerden 50 mg {n25mi0,1 molaram Phosphatpuffer vom pH-Wert7,0 
suspendlerte Zetlen vom Mlkroorganismus Trichosporon cutaneum addiert. Die Suspension wird auf ZImmartemperatur 
erwfirmtund 6 Stunden bei dieser Temperaturvoraichtlg bewagt. Danach warden die modiflzlertanZallen abfiltriert, mit obtgem 
Phosphatpuffer gewaschan und bat 4*C unter starilen Bedingungen geiagert 

Belspiol 5 

0,3g Elsen(iil)-protoporhurin IX und 0,8g Histamln warden in ISml frisch destiiliertem Dimethylformamid galdst. Zu dieser 
Ldsung wird 1 g mit 1*Chtorkarbonytoxy<4-nitrob8nzen aktiviartea Polyethylenglykol (MO 6000) in fester Form addiert. Die 
Ldsung wrrd 3 Stunden bei 60X gerOhrt und nach dam AbkQhIen In 100ml destiillertes Wasser eingetragan. Nach dam Filtrieren 
wird die Ldsung draimal mit jewails 20 ml Chloroform extrahiert. Die verelnlgtan Chioroformphasan warden mit Natriumsulfat 
getrocknet und auf etwa 1 0ml eingeengt Dieser Rest v^rd mlt 1 00ml Petrolathar veraetzt* und der auagefallanan Niadarachlag 
wird gesammelt und bei iimgebungstemperatur getrocknet. 
Ausbeute: 520 mg 

Baisplal 6 

Es warden 0,1 g das Koanzyms NAD^ in 10ml destiiliertem Waser galdst Dazu warden &ml Acet nitrtl langsam zugetropft, in 
dam dOOmg mit N-(Ch(orlcarbonyloxy|'5-norbornen-2,3-dikarboximid aktiviartea Polyothylanglykol (MG 600C; aufgaldst 
waren. 



3NSOCX:iO: <0O ^2e7951A5J_> 



-4- 287 951 



Untar pH-KontrolJe« derpH-Wertder LOsung soltto durch Zutropfen von geringen Mengen 0«01 n rmater Natronlaugo Im Berelch 
von pH*Wort 4 bit pH-WartSgahaltan werdan, wird dio Ldaung 3 Stundan bal 20*C bit 30*C gorOhrt. Die lOsung vWrd 
antchfla&and gegan dattllliartat Wasaer dialytlart und mil Natrlumhydrogankarbonat vortom, so daB alo ainan pH*Wart v n 8«0 
errelcht Danach warden 2g Natrlumdithlonit zur LOaung addlart und daa modlflilerte K anzym wird Innerhalb 20 MInuten be] 
50*C reduziert. Dla Lfisung wIrd rneut gegen destllliertas Wassar dialyalert, danach auf pH-Wert zwischen 10 und 1 1 gebracht 
und60 Minutenauf 60*Cbl870*Carhitzt.DleLdsi*ngwirdabgek0hlt«gagai>elneO«O1 m lar Kallumchlorldldaungv mpH-Wert 
8«0 diatysiert ultrafiltriart und lyophiliaiert. 
Ausbeute: 185g 
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